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on TNF-α secretion of MHS cells，but it obviously af-
fected IL-6 secretion in the later stage． In addition，
broneol significantly inhibited KC and MIP2 secretion
in MLE-12 cells at the later stage of LPS stimulation．
Conclusions Broneol can protect LPS-induced acute
lung injury． The mechanism may be related to the inhi-
bition of the release of inflammatory factors，the activa-
tion of inflammatory cells and the aggregation of neutro-
phils．
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摘要:目的 研究姜黄素衍生物 C1209 抑制慢性粒细胞白血
病细胞增殖与阻断 Hsp90 伴侣功能的关系。方法 采用荧
光光谱法，研究不同浓度 C1209 与 Hsp90、其 N端片段( NH-
sp90) 、M端片段 ( MHsp90 ) 、C 端片段 ( CHsp90 ) 的相互作
用，以及不同温度( 293 K、303 K、310 K) 下，C1209 与 Hsp90
的相互作用;实验选取 280 nm 为激发波长，290 ～ 510 nm 的
波长范围内进行荧光光谱扫描。采用孔雀绿磷钼酸铵 －无
机磷检测法，研究 C1209 对 Hsp90-ATPase 活性的抑制。四
甲基偶氮唑蓝( MTT) 法和羟基荧光素二醋酸盐琥珀酰亚胺
脂( CFSE) 染色法体外检测 C1209 对白血病细胞 K562 及耐
伊马替尼( IM) 的白血病细胞 K562 /G01细胞的增殖抑制作
用;应用蛋白免疫印迹法检测 Hsp90 客户蛋白及其下游蛋
白、Hsp90 分子伴侣的表达。结果 C1209 解离常数为
( 14. 733 ± 0. 713) μmol·L －1 ; C1209 与 Hsp90 之间的主要作
用力为静电作用力; C1209 与 Hsp90 的 C端片段结合能力最
强。当 ATP为 1 mmol·L －1时，C1209 作用于 Hsp90 的 IC50
值为 11. 4 μmol·L －1。C1209 呈剂量依赖性地抑制 K562 和
K562 /G01细胞的增殖，作用 24 h的 IC50为 1. 14 μmol·L
－1和
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0. 56 μmol·L －1 ; C1209 影响 Hsp90 的分子伴侣功能，且下
调 K562 和 K562 /G01细胞中 Bcr-Abl、Akt、MEK、ERK、c-Raf
及其相应磷酸化蛋白 p-Akt、p-MEK、p-ERK 等 Hsp90 客户蛋
白及其下游蛋白的表达。结论 姜黄素衍生物 C1209 是
Hsp90 抑制剂，对 K562 和耐 IM的白血病细胞 K562 /G01具有
明显的增殖抑制作用，可能与其抑制 Hsp90 的分子伴侣功
能、下调 Hsp90 客户蛋白有关。
关键词: C1209; Hsp90; ATPase活性;荧光光谱法;相互作用;
抑制作用
热休克蛋白 90 ( heat shock protein 90，Hsp90)
是人类细胞中含量最丰富的分子伴侣蛋白之一。

























性粒细胞白血病( chronic myeloid leukemia，CML) 细
胞的增殖，但具体的作用机制不明。因此，课题组致
力于通过研究 C1209 抑制 CML 细胞增殖与阻断
Hsp90 伴侣功能的关系，探讨其抑制 CML 细胞增殖
的作用机制，为合成活性更强、更稳定的姜黄素衍生
物提供理论依据。本实验运用荧光光谱法、孔雀绿
磷钼酸铵 －无机磷检测法、MTT 法、CFSE 染色法、




1． 1． 1 菌株与质粒 重组质粒 ( Hsp90-PET28a、
NHsp90-PET28a、 MHsp90-PET28a、 CHsp90-
PET28a) ，大肠杆菌 BL21 ( DE3 ) 由厦门大学生命科
学学院微生物药物实验室提供。
1． 1． 2 仪器与试剂 Varioskan Flash 酶标仪( 美国
Thermo Scientific公司) ; Cary Eclipse 荧光分光光度
计( 安捷伦公司) ; ZHWY-200H 全温型多振幅轨道
摇床( 上海智城分析仪器制造有限公司) ; FACSCan-
toII流式细胞仪 ( 美国 BD 公司) ; 免疫印迹成像系
统( Carestream 公司) ; 稳压稳流电泳仪 ( 美国 Bio-




氮唑盐( MTT) 均购自 Sigma公司;硫酸卡那霉素、异
丙基-β-D-硫代半乳糖苷( IPTG) 、钼酸铵四水、孔雀
石绿、聚乙烯醇、咪唑等试剂购自上海生工生物工程
有限公司; CFSE 染料 ( 日本 Dojindo 产品) ; β-actin
单克隆抗体 ( 美国 Santa Cruz 公司 ) ; 抗 Hsp90、
Hsp70、HOP等一抗均购自美国 CST公司; ECL化学
发光显影液( GE healthy公司) 。
1． 1． 3 细胞株及培养条件 人 CML 细胞株 K562，
由福建医科大学新药研究所冻存提供。耐伊马替尼
( imatinib，IM) 的白血病细胞株 K562 /G01由福建医科
大学附属协和医院惠赠，于福建医科大学药学院新药
研究所保存。K562 和 K562 /G01培养于含 10%胎牛
血清、青霉素 100 kU·L －1、链霉素 100 mg·L －1的
RPMI 1640 培养液中，K562 /G01还需加入 4 μmol·
L －1的 IM保持其耐药性。置 37℃、5% CO2 饱和湿度
培养箱中培养，取对数生长期细胞用于实验。
1． 2 方法
1． 2． 1 Hsp90 的诱导表达及纯化 Hsp90 融合蛋
白全长、NHsp90、MHsp90 和 CHsp90 的诱导、表达及
纯化参见文献［2 － 5］。
1． 2． 2 荧光滴定 反应体系为 5 μmol·L －1 Hsp90
或其不同片段的 PBS稀释液 2 mL，加入不同体积的
C1209，充分混匀后，置于 293 K、303 K、310 K 的环
境下，于荧光分光光度计中，激发波长为 280 nm，记
录 290 ～ 510 nm的荧光光谱。抑制剂的溶度变化为
0、5、10、15、20、25、30、35、40、45、50 μmol·L －1 ; 同
时记录△λ = 15 nm 和△λ = 60 nm 的同步荧光光
谱，测定时荧光激发和发射狭缝均为 5 nm; 重复测
定 3 次［6］。
1． 2． 3 Hsp90 ATPase 活性抑制剂 IC50确定 以已
知的 Hsp90 抑制剂 GA 为阳性对照，2% DMSO 为
阴性对照，空白对照为反应体系不加 Hsp90。反应
体系:不同浓度 GA( 0. 125、0. 25、0. 5、1 μmol·L －1 )
和 C1209( 1. 5、4、10、25、50、75 μmol·L －1 ) 溶于 2%
DMSO中; Hsp90 终浓度为 0. 4 μmol·L －1，ATP 终
浓度为 1 mmol·L －1，以上试剂均溶于缓冲液( 6
mmol·L －1 MgCl2、20 mmol·L
－1 KCl、100 mmol·
L －1 Tris-HCl，pH 7. 4 ) ，反应体系为 100 μL。37℃
反应 3 h，每组数据 3 次平行，加入 80 μL 检测液
［0. 812 g·L －1的孔雀绿、23. 2 g·L －1的聚乙烯醇、
57. 2 g·L －1的钼酸铵( 含 6 mol·L －1 HCl) 和超纯
水以体积比 2 ∶ 1 ∶ 1 ∶ 2 比例混合］，震荡反应后，用
酶标仪检测 620 nm处的吸光度( OD620 ) 值
［5］。根据




抑制率 = ( OD阴性对照 － OD实验组 ) / ( OD阴性对照 － OD空白对照 )
× 100%
1． 2． 4 MTT法测定姜黄素衍生物 C1209 对白血病
细胞 K562 和 K562 /G01增殖抑制作用 取对数生长
期的白血病细胞 K562 和 K562 /G01，按 5 × 10
7·L －1
接种于 96 孔培养板中，每孔 180 μL。实验组分别
加入不同浓度的药物 20 μL，C1209 浓度为 0. 1、
0. 2、0. 4、0. 8、1. 6、3. 2、6. 4 μmol·L －1，对照组不加
药，另设背景对照不加药物和细胞，每组设 3 个平行
孔，37℃培养 24 h。每孔加入 5 g·L －1的 MTT溶液
20 μL，继续培养 4 h 后，离心弃上清，加入 150 μL
DMSO，微量振荡仪振荡 10 min，立即用酶标仪在
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570 nm波长处测吸光度( OD值) 。根据吸光度计算
细胞生长抑制率: 细胞生长抑制率 = ( OD对照组 －
OD实验组) /OD对照组 × 100%。用 Logit 法计算 IC50值，
实验重复 3 次，取平均值。以药物浓度为横轴，抑制
率值为纵轴，绘制细胞增殖抑制量效关系曲线。
1． 2． 5 CFSE 染色法测定姜黄素衍生物 C1209 对
白血病细胞 K562 和 K562 /G01增殖能力的抑制作用
取对数生长期的白血病细胞 K562 和 K562 /G01，
细胞计数后，1 000 r·min －1，离心 10 min。弃上清，
加入 0. 1% FBS /PBS液体重悬，洗涤 1 次，再用合适
体积的 0. 1% FBS /PBS 重悬，得到 4 × 109·L －1的
细胞液; 用 0. 1% FBS /PBS 稀释 CFSE 储存液至 5
μmol·L －1 ; 各取 0. 25 mL的细胞悬液和 CFSE 稀释
液，轻轻混匀; 37℃放置 10 min; 加入冰冷的含有
10% FBS 的 RPMI 1640 培养液洗涤 2 次。用适量
的培养基重悬，使得细胞最终浓度为 3 × 108·L －1 ;
设置对照组不加药，实验组分别加入不同浓度的药
物，C1209 对 K562 的处理浓度为 0. 8、1. 6、3. 2 μmol
·L －1，对 K562 /G01 的处理浓度为 0. 4、0. 8、1. 6
μmol·L －1，37℃、5% CO2 饱和湿度培养箱中避光
培养 72 h; 细胞吹打均匀，收集细胞，用 PBS 洗涤 2
次，转移入流式管中，4℃避光，冰上保存，24 h 内在
流式细胞仪上检测，用 Modfit软件进行分析。
1． 2． 6 蛋白免疫印迹法检测 Hsp90 客户蛋白及其
下游蛋白、Hsp90 分子伴侣的表达 取对数生长期
的白血病细胞 K562 和 K562 /G01，设置对照组不加
药及不同浓度的药物处理组，C1209 对 K562 的处理
浓度为 0. 8、1. 6、3. 2 μmol·L －1，对 K562 /G01的处
理浓度为 0. 4、0. 8、1. 6 μmol·L －1 ; GA 对 K562 和
K562 /G01处理浓度均为 1 μmol·L
－1 ; 放于 37℃培
养箱，作用 24 h，收集细胞，裂解，BCA 蛋白定量，
98℃蛋白变性，SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳、转膜、封
闭，相应一抗 4℃孵育过夜，室温下孵育二抗 1 h，在
Image station 4000MM成像系统进行显影。
1． 2． 7 统计学分析 采用 GraphPad Prism 软件和
Origin8. 5 软件进行 One-way analysis of variance 实
验数据分析，结果采用 珋x ± s表示。
2 结果
2． 1 C1209 与 Hsp90 的相互作用
2． 1． 1 C1209 对 Hsp90 内源荧光的淬灭作用 采
用荧光光谱法分析 C1209 对 Hsp90 内源荧光的淬
灭作用，Hsp90 的最大荧光发射峰在 324 nm。随着
C1209 浓度的增加，Hsp90 的内源性荧光强度发生
有规律的减弱，表示两者间可能发生相互作用( Fig
1A) 。Hsp90 的浓度为 5 μmol·L －1，Hsp90 与药物
的浓度比例从 1 ∶ 1 变化到 1 ∶ 10。
C1209 对 Hsp90 的解离常数 KD 可由关系式:
ΔF = F0 － F = △Fmax［Q］ / KD + ［Q］得到; 式中
△Fmax为理想状态下，Hsp90 被 C1209 饱和后在 324
nm处的荧光强度最大改变值，F0 和 F 分别是不存
在和存在 C1209 时 Hsp90 溶液的荧光强度，［Q］是
体系中 C1209 的总浓度代替游离浓度，KD 为解离常
数。由 Origin8. 5 软件对数据进行非线性拟合，结果
见 Fig 1B。相关参数 Fmax = 610. 02 ± 10. 28，KD =
( 14. 73 ± 0. 71 ) μmol·L －1，R2 = 0. 999。由结果可
知，C1209 与 Hsp90 间具有较强的相互作用。
2． 1． 2 C1209 对 Hsp90 的淬灭常数 荧光淬灭过
程运用 Stern-Volmer方程: F0 /F = 1 + KSV［Q］分析，
式中 F0、F、［Q］如“2. 1. 1”表述，KSV是 Stern-Volmer
猝灭常数，由下式定义: KSV = Kq × τ0，Kq 是双分子淬
灭过程速率常数。τ0 是生物大分子内源性荧光寿
命值，为 10 －8 s。由 Origin8. 5 软件对数据进行拟
合，结果见 Fig 1C。相关参数 Kq = ( 2. 85 ± 0. 26) ×
1013 L·mol － 1·s － 1，KSV = ( 2. 85 ± 0. 26 ) × 10
5 L·
mol － 1，R2 = 0. 920。各类猝灭剂对生物大分子的最
大动态猝灭速率常数 Kq 为 2. 0 × 10
10 L·mol － 1·
s － 1，而 C1209 对 Hsp90 的 Kq 数量级在 10
13，说明
C1209 对 Hsp90 的猝灭过程是由于形成复合物引起
的静态猝灭。
2． 1． 3 C1209与 Hsp90结合常数与结合位点数 静
态淬灭过程符合 Lineweaver-Burk双倒数方程: lgF0 －
F /F = lgKA + nlg［Q］，式中 F0、F、［Q］如“2. 1. 1”表
述，KA 是结合常数，n 是结合位点数。数据用 Ori-
gin8. 5软件进行分析，结果见 Fig 1D。相关参数 KA =
7. 81 ×107 L·mol －1，n =1. 57 ±0. 06，R2 = 0. 988。由
C1209与 Hsp90的结合常数 KA 和结合位点数 n，可知
C1209与 Hsp90之间具有较强的结合作用。
2． 1． 4 C1209 与 Hsp90 作用力类型的确定 当温
度变化不大时，反应的焓变 ΔHθ 与 ΔSθ 可以看作一
个常数，有公式: lnKD1 /KD2 = ΔHθ ( 1 /Tl － 1 /T2 ) /R;
ΔGθ = ΔHθ － TΔSθ = RTlnKD。其中 R 是热力学气体
常数，取值为 8. 314 J·mol － 1·k －1 ; T 是热力学温
度; KD 是不同温度下对应的解离常数; ΔGθ 是吉布
斯自由能。根据两个温度下的热力学常数值，可以
计算出 C1209 与 Hsp90 相互作用的热力学函数值，
相关参数见 Tab 1。据 Ross 等［7］提出的理论，当
ΔHθ ＜ 0，ΔSθ ＞ 0 时，生物大分子与生物小分子的结
合性质表现为静电作用力。由结果可知，该体系中
C1209 与 Hsp90 之间的主要作用力是静电作用力。
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为了进一步确定两者的作用力类型，运用同步荧光
法研究 C1209 对 Hsp90 构象的影响。
2． 1． 5 C1209 对 Hsp90 构象的影响 酪氨酸、色氨
酸残基是蛋白质荧光的主要来源，因此常用于同步
荧光的研究。当 Δλ = 15 nm时，表现的是 Hsp90 中
酪氨酸残基的同步荧光的光谱特性; 当 Δλ = 60 nm
时，表现的是 Hsp90 中色氨酸残基的同步荧光的光





表明增加 C1209 的浓度并没有使 Hsp90 中的酪氨
酸、色氨酸残基的构象发生变化。这也就进一步确
定了 C1209 与 Hsp90 之间的主要作用力为静电作
用力。
2． 1． 6 C1209 与 Hsp90 蛋白不同片段的相互作用
为确定 C1209 与 Hsp90 的结合区域，通过荧光滴
定实验分析 C1209 与 3 个功能域 ( NHsp90、MH-
sp90、CHsp90) 的结合情况，通过 Origin8. 5 软件对
数据进行拟合，相关参数见 Tab 2。结果表明，相同
实验条件下，C1209 与 Hsp90 的 C 端片段结合能力
最强。
2． 2 Hsp90 ATPase 活性抑制剂 C1209 的 IC50
孔雀绿·磷钼酸铵无机磷检测法检测 C1209 对
Hsp90 作用的量效关系。如 Fig 3 所示，随着药物浓
Fig 1 C1209 physically binds to Hsp90
A: Quenching effect of C1209 on Hsp90 endogenous fluorescent; B: 324 nm，change trend of Hsp90 fluorescence intensity with C1209 concentra-
tion; C: Stern-Volmer plot for binding of C1209 with Hsp90; D: Lineweaver-Burk plot for binding of C1209 with Hsp90．
Tab 1 Dissociation constant KD values and thermodynamic parameters of C1209 at different temperatures
Compounds T /K KD /μmol·L －1 R2 ΔGθ /kJ·mol － 1 ΔHθ /kJ·mol － 1 ΔSθ / J·mol － 1·k －1
C1209 293 12． 26 ± 0． 40 0． 999 － 27． 55 ± 0． 07
303 13． 95 ± 0． 70 0． 998 － 28． 16 ± 0． 12 － 7． 60 ± 1． 79 68． 08 ± 5． 91
310 14． 73 ± 0． 71 0． 998 － 28． 67 ± 0． 12
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Tab 2 Dissociation constant KD values of C1209
Compounds Fmax KD /μmol·L －1 R2
N-Hsp90-C1209 273． 19 ± 5． 86 18． 64 ± 1． 02 0． 998
M-Hsp90-C1209 114． 17 ± 0． 56 8． 19 ± 0． 16 0． 999
C-Hsp90-C1209 51． 93 ± 0． 23 4． 87 ± 0． 11 0． 999
Fig 2 Synchronous fluorescence spectra of C1209 with Hsp90
Fig 3 The inhibitory rate of Hsp90 ATPase activity under
different concentrations of C1209
度的增加，抑制率逐渐升高，当 ATP 的浓度为 1
mmol·L －1时，IC50值为 11. 40 μmol·L
－1。
2． 3 姜黄素衍生物 C1209 对 K562 和 K562 /G01细
胞增殖抑制作用 Fig 4 MTT结果表明，随着药物浓
度的增加，抑制率逐渐升高，呈现明显剂量依赖性。
药物作用 K562 细胞 24 h 时的 IC50为 1. 14 μmol·
L －1 ;作用 K562 /G01细胞 24 h时 IC50为 0. 56 μmol·
L －1。C1209 对 K562 /G01细胞的作用明显强于 K562
细胞。
Fig 4 The inhibitory rate of imatinib-sensitive or imatinib-resistant










2． 4 姜黄素衍生物 C1209 对 K562 和 K562 /G01细
胞 Hsp90 分子伴侣功能和 Hsp90 客户蛋白表达的
影响 不同浓度的 C1209 处理细胞 24 h 后，提取白
血病细胞蛋白，用蛋白免疫印迹的方法检测 Hsp90
客户蛋白的表达。如 Fig 6 所示，C1209 抑制 Hsp90
的分子伴侣功能，下调 Hsp90 客户蛋白。Hsp70 随
着药物浓度的增加而增加，P23 和 HOP 含量无明显
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Fig 5 Inhibitory effects of C1209 on proliferation ability of imatinib-sensitive or imatinib-resistant CML cells
Fig 6 C1209 affected molecular chaperone functions of
Hsp90 ( A) and down-regulated client proteins level of Hsp90( B)
in imatinib-sensitive or imatinib-resistant CML cells
影响 Hsp90 的表达，但可抑制 Hsp90 与客户蛋白
P210bcr /abl的相互作用，导致 P210bcr /abl 蛋白降解，
P210bcr /abl为引起 CML 对多种化疗药物耐药的 CML
特征性的蛋白［9］。本实验探究了姜黄素衍生物
C1209 对 K562 及耐 IM 的 K562 /G01细胞的增殖抑
制作用与阻断 Hsp90 伴侣功能的关系。
C1209 对白血病细胞 K562 和 K562 /G01细胞均
表现出较强的杀伤作用。在 MTT 和 CFSE 染色的








降解，这是 Hsp90 抑制剂的重要标志。Hsp90 抑制
剂可以影响客户蛋白的折叠，干扰客户蛋白的功能。
本实验研究结果显示，C1209 分别处理 K562 和











要位于胞质中的 Hsp90 复合体内，Hsp90 与 Raf-1
结合，显示出 Hsp90 是维持 Raf-1 活性所需要的。
Hsp90 通过维持 Raf-1 的活性，间接调控 Raf-1 /
MEK /ERK通路，最终影响了细胞的增殖、分化、恶
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变以及细胞的存活［11］。Bcr /Abl、Akt、MEK、ERK、c-
Raf及其相应磷酸化蛋白 p-Akt、p-MEK、p-ERK 等





能的发挥还需要 Hsp70、HOP、P23 及亲免素( immu-
nophilins，IP ) 等至少 12 个以上辅分子伴侣的参
与［12］。Hsp90 以多伴侣复合物的形式发挥其功能。
本课题组前期研究发现，Cur 在使 Hsp90 /p23 与
P210bcr /abl结合减少，引发 P210bcr /abl的快速降解的同
时，Hsp70 /P60Hop与 P210bcr /abl的结合增加，这个特征
与 Hsp90 的 N端抑制剂 GA很相似。提示 Cur下调
P210bcr /abl蛋白含量是通过干扰 Hsp90 的分子伴侣功
能实现的［9］。
本实验中，我们以 Hsp90 的 N 端抑制剂 GA 为
阳性对照，研究了 C1209 对 K562 和 K562 /G01两种
人白血病细胞中 Hsp90 分子伴侣功能的影响。结
果表明，C1209 分别处理 K562 和 K562 /G01细胞24 h
后，均可上调细胞中 Hsp70 的含量，但对 P23 和
P60Hop的蛋白含量无明显影响。对这两种细胞中
Hsp70、P23 和 P60Hop蛋白含量的影响，C1209 的作
用趋势与阳性对照 GA 一致。C1209 对两种细胞中
Hsp90 的含量无明显影响，作用趋势也与阳性对照
GA一致。实验结果提示，C1209 可能与 Hsp90 的 N
端抑制剂 GA类似，它们可以阻断 Hsp90 和 P23 之
间的结合，同时增加 Hsp90 和 Hsp70 之间的结合。
Hsp90 和 Hsp70 之间的结合增多，更多的客户蛋白
与 Hsp90 /Hsp70 结合形成中间复合物。同时，
Hsp90 和 P23 之间的结合减少，不利于客户蛋白与
Hsp90 结合形成稳定的终末复合物。Hsp90 可能是
C1209 抗瘤作用的特异性的分子靶点。肿瘤细胞中






干扰 Hsp90 的分子伴侣功能而实现的。C1209 可能
通过干扰 Hsp90 分子伴侣功能，导致其客户蛋白失
稳定而沿着泛素 －蛋白酶体途径降解。
在 Hsp90 的分子伴侣循环中，Hsp90 通过结合
和水解 ATP 而调节自身构象和功能［13］。Hsp90 伴
侣功能依赖于其 ATPase 活性，如果 C1209 能影响
Hsp90 伴侣功能，就很有可能抑制其 ATPase 活性。
实验中我们发现，C1209 可抑制 Hsp90 的 ATPase 活




C1209 与 CHsp90 片段的结合能力最强。
综上所述，姜黄素衍生物 C1209 是 Hsp90 抑制
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Inhibition of curcumin derivative C1209 on proliferation of
CML cells by disrupting Hsp90 chaperon function
FAN Ying-juan1，2，ZHOU Yi-xiang3，ZHANG Lian-ru4，XU Jian-hua1，2
( 1． School of Pharmacy，Fujian Medical University，2． Fuijan Provincial Key Lab of Natural Medicine
Pharmacology，Fuzhou 350108，China ; 3． Dept of Pharmacy，Xiamen Xianyue Hospital，Xiamen Fujian 361012，China;
4． School of Life Sciences，Xiamen University，Xiamen Fujian 361005，China)
Abstract: Aim To estimate the inhibition of curcumin
derivative C1209 on the proliferation of chronic myeloid
leukemia ( CML) cells involving the disruption Hsp90
chaperon function． Methods The fluorescence spec-
trum experiment was applied to examine the affinity be-
tween different C1209 concentrations and Hsp90，NH-
sp90，MHsp90，CHsp90; fluorescence intensities were
recorded in the range of 290 ～ 510 nm at 293 K，303
K and 310 K，respectively; a colorimetric assay for in-
organic phosphate based on the formation of a phospho-
molybdate complex and subsequent reaction with mala-
chite green was used to examine the inhibitory effects
of C1209 on the activity of Hsp90 ATPase． MTT assay
and CFSE were used for K562 and K562 /G01 cell pro-
liferation determination in vitro by C1209． Western
blot was used to detect the client proteins and the mo-
lecular chaperone of Hsp90 level． Results The disso-
ciation constant KD values of C1209 was ( 14. 733 ±
0. 713) μmol·L －1 ． The interaction between C1209
and Hsp90 was driven mainly by electrostatic interac-
tion． C1209 showed the strongest affinity with
CHsp90． When the concentration of ATP was 1mmol·
L －1，the inhibition of Hsp90 ATPase activity of C1209
with the IC50 value was 11. 4 μmol· L
－1 ; C1209
showed inhibition of K562 and K562 /G01 cells in dose-
dependent proliferation and the IC50 value was 1. 14
μmol·L －1 and 0. 56 μmol·L －1，respectively after
24 h incubation． C1209 affected the molecular chaper-
one functions of Hsp90 and down-regulated Bcr-Abl，
Akt，MEK，ERK，c-Raf，p-Akt，p-MEK and p-ERK
protein levels which were client proteins of Hsp90 in
K562 and K562 /G01 cells． Conclusions Curcumin
derivative C1209 is Hsp90 inhibitor; C1209 has signif-
icant inhibitory effects on proliferation of K562 and
K562 / G01，which may be related to C1209 affecting
the molecular chaperone functions of Hsp90 and down-
regulating client proteins of Hsp90 level．
Key words: C1209; Hsp90; ATPase activity; fluores-
cence spectrometry; interaction; inhibition
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